






























control group.  In addition,  in  the protective vaccine group dead  flukes surrounded by a severe 




























































and penetrate  the  liver capsule, and  in  the parenchyma  the parasites move  randomly, 
forming characteristic transects/tunnels and feed on the hepatic cellular components and 
blood making NEJs growing and developing rapidly. Lately, the parasites enter the bile 
ducts where  they develop  into  their adult  form and start releasing up  to 20,000–24,000 
eggs per  fluke per day. The  feeding  and migratory  activities  cause  tissue perforation 
meanwhile  the presence of adult  flukes within  the bile ducts  induces a severe chronic 
cholangitis with erosion and hyperplasia of  the biliary epithelium  leading  to extensive 
tissue damage [3]. 






























sheep  immunized with  the protective vaccine were  characterized using  immunohisto‐
chemistry. 
   















tivalent vaccine. The  formulation of  the  two vaccines assessed  in  this study were pub‐
lished previously by  [11]  finding a  reduction of  fluke burden  (37.2%) and  egg output 
(28.71%) in comparison to IC group. Briefly, each vaccine dose (2 mL) contained a cocktail 
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incubated with  the ABC complex  (Vectastain ABC Elite Kit)  for 1 h at RT  in darkness, 
washed in 0.05 M Tris buffered saline (pH 7.6), and then incubated in the chromogen so‐








CD163 mAb, EdHu‐1, BioRad  Mac. (M2)  1:400  TC pH6 Autocl. 2 
Lysozyme pAb, A0099, Dako  Mac.  1:200  TC pH6 MW 3 
S100 pAb, Z0311, Dako  Mac., DC  1:200  None 
CD68 mAb, EBM11, Dako  Mac.  1:50  Pronase 4 
CD3 pAb, A0452, Dako  Pan T lymp.  1:200  TC pH6 MW 3 
Lambda light chains pAb, A0193, Dako  B cells  1:1000  Pronase 4 
FoxP3 mAb, FJK‐16s, eBiosciences  T reg  1:100  TC pH6 Autocl. 5 

















five areas of 0.08 μm2,  randomly selected areas  in granulomatous  lesions associated  to 
degenerated flukes. Results were expressed as mild: <10 immunostained cells per field; 


















































































ual  variability  and  a  slightly  lower  infiltration  than  group  IC  but without  significant 
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